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RESUMO

A radioterapia provoca alteracdes metabdlicas no osso comprometendo suas
propriedades biomecanicas. Este estudo avaliou as propriedades mecanicas de
osso irradiado submetido a quatro diferentes ensaios. Utilizou-se 16 ratos
divididos em dois grupos de acordo com periodo de sacrificio: 30D, sacrificio
apos 30 dias da radioterapia; 60D, sacrificio apdés 60 dias da radioterapia. O
fémur esquerdo recebeu dose Unica de radiacdao de 30 Gy, por meio de
Acelerador Linear de Elétrons. O fémur direito n&o foi irradiado e serviu como
controle. Apés o sacrificio dos animais, os fémures foram submetidos a ensaios
de tracao associado a extensometria para obtencao do coeficiente de Poisson
(v) e ensaio de flexdo de 3 pontos para obter o médulo de flexdao (MF),
resisténcia flexural (RF) e ainda ao ensaio de nanoindentacdo para obtencao
de médulo de elasticidade (E) e dureza Vickers (VHN). Os dados foram
analisados estatisticamente por meio de andlise de variancia fatorial (2x2)
seguido do teste de Tukey (P< 0.05). Houve reducéo significativa no CP, MF, E
e VHN dos fémures irradiados testados nos periodos de 30 e 60 dias
comparados aos respectivos controles. Contudo ndo houve diferengca na RF
entre 0sso nao irradiado e irradiado, independente do periodo de avaliacdo. A
radiacao reduz significativamente os valores do coeficiente de Poisson, do
médulo de elasticidade e da dureza Vickers do tecido 6sseo. A associacao de
metodologias, especialmente extensometria e nanoindentagédo, possibilita
mapeamento mais preciso da alteracdo biomecanica de osso submetido a
radioterapia.

Palavras:Chave:0Osso, Irradiado, Biomecéanica.
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ABSTRACT

Radiotherapy causes metabolic changes in bone compromising its
biomechanical properties. This study evaluated the mechanical properties of
irradiated bone subjected to four different tests . Sixteen rats were divided into
two groups according to period of sacrifice: 30D, sacrifice after 30 days of
radiotherapy; 60D, sacrifice after 60 days of radiotherapy. The left femoral
received 30 Gy radiations in a single dose using linear accelerator of electrons.
The right femur was not irradiated and served as control. The femurs were
subjected to tensile test associated with srain gauge test for obtaining Poisson’s
ratio (v) and three-point bending for obtaining the flexural modulus (FM),
flexural strength (FS).And nanoindentantion test was used to obtain the
modulus of elasticity (E) and Vickers hardness (VHN) . Data were statistically
analyzed by factorial analysis of variance (2x2) followed by Tukey test (P<0.05).
There was a significant reduction in CP, MF, E and VHN of femurs tested in
periods of 30 and 60 days compared to their respective controls. However there
was no difference in FS between non- irradiated and irradiated bone |,
regardless of the evaluation period . The radiation greatly reduces the values of
Poisson ratio, elastic modulus and Vickers hardness of bone tissue. The
combination of methodologies, especially strain gauge test and nanoindentation
enables more accurate mapping of the biomechanical changes in bone
subjected to radiotherapy.

Keywords: Bone, Irradiated, Biomechanical
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1- INTRODUCAO

O osso apresenta propriedades elasticas e plasticas que lhe permitem
desempenhar fungdes de protecdo e sustentacdo. No organismo as
propriedades mecanicas sao conferidas pela matriz coldgena mineralizada do
tecido Osseo, a qual apresenta arranjo trabeculado ou compacto
caracteristicos. (Fratzl et al. 2004; Currey, 2002) Essa arquitetura permite ao
0sso absorver as tensdes geradas pelas forga incidentes, por meio de
deformacao elastica reversivel, adaptando-se as alteragdes mecanicas do
meio, (Currey 2002). O desempenho biomecanico do tecido 6sseo depende de
fatores intrinsecos, relacionados a matriz 6ssea, como qualidade da porcao
orgéanica e do conteudo inorganico (Dunlop et al, 2010), bem como da atividade
das células ésseas.

A radioterapia interfere significativamente com o microambiente tecidual
provocando reducao de osteécitos e osteoblastos, aumento da atividade de
osteoclastos, reduzindo matriz extracelular, inclusive o conteudo mineral (Da
Cunha et al, 2007; Pelisser et a,. 2007). Essa interferéncia no metabolismo
0sseo desequilibra a remodelagdo, favorecendo a reabsorcdo éssea, o que
compromete as propriedades biomecanicas do 0ssoO e seu processo de
regeneracao (Maeda, 1988).

Testes laboratoriais aplicado em modelos bioldgicos tém sido utilizados
para avaliar as propriedades mecanicas e estimar o comportamento clinico do
osso (Vanderhyden et al, 2013; Ha et al, 2013). Dentre as propriedades
mecanicas que caracterizam tecidos humanos destaca-se o modulo de
elasticidade, que € a relagao linear entre tensdo e deformacao indicando a
matriz de rigidez dos materiais (Plotino et al. 2007). Diferentes ensaios
mecanicos podem ser utilizados para medir o modulo de elasticidade do osso,
como dureza e ensaios de flexdo em 3 ou 4 pontos. O ensaio de flexdo em 3
pontos é o mais utilizado, porém os parametros do teste para ensaios
bioldgicos ndo estdo bem definidos, ocorrendo variagbes de dimensdes,
geometria, espaco de comprimento, na razdo entre extensao e altura. (ISO
178,2010; 1ISO4049, 2009) Tais padroes quando mal interpretados podem gerar
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problemas se utilizados para alimentar métodos computacionais, como
elementos finitos (Alander, 2005). Nanoindentacao é um método dindmico que
permite a determinacdo do médulo de elasticidade e a dureza do osso, tendo
em conta a estrutura anisotropica dos tecidos (Baldassarri, et al 2012; Bake et
al, 2010). Os indentadores podem ser posicionados no material a uma distancia
muito pequena permitindo mapear a distribuicdo espacial das propriedades
mecanicas da superficie com boa resolucdo. (Diez-Perez et al, 2010; Oliver et
al, 2004) Basicamente, a indentacdo emprega um atuador de alta resolucéo
para forcar o indentador piramidal caracteristico da Dureza Vickers sobre a
superficie de ensaio e um sensor de alta resolucao para medir continuamente a
penetragao resultante. (Diez-Perez et al, 2010; Oliver et al, 2004).

Aparentemente, a aplicacao de testes ndao destrutivos, como método de
extensometria parece mais adequada para a verificacdo da interferéncia de
fatores internos sobre o processo de deformacao estrutural (Sakaguchi et al,
1991). O método de extensometria € capaz de avaliar as estirpes na superficie
do material, convertendo sinais elétricos em unidades métricas como
microdeformagéo (mS) (Nishioka et al, 2010). Este ensaio € capaz de detectar
as variacoes interatdmicas para apontar quando a amostra se move do regime
elastico ao plastico, permitindo ignorar a ultima fase e o limite de falha. Outra
propriedade mecanica do 0sso que pode ser mensurada pela associacao de
ensaios de tragdo convencional associado a extensometria é o coeficiente de
Poisson. O coeficiente de Poisson é um dos parametros mecanicos
necessarios para descrever completamente o desempenho biomecanico do
0ss0 no regime elastico do material. Esta propriedade é definida como a razao
da tensdo transversal (contracdo) sobre a tensdo axial (alongamento), a ser
obtida em um teste uniaxial. Esta caracteriza ainda a medida de relativa
resisténcia a dilatacdo e cisalhamento, possuindo valor ente 0 e 0,5 variando
de acordo com a compressibilidade do material (Chabrier et al, 1999; Wei et al,
2002).

Buscar a associacdo de métodos experimentais biomecéanicos que
caracterizem propriedades dos tecidos désseos submetidos a radioterapia

podem contribuir de forma substancial para definicio de protocolos
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terapéuticos menos deletérios. Estes conhecimentos podem ainda favorecer a
analise computacional individualizada por meio do calculo de propriedades
especificas a serem utilizadas em modelos de elementos finitos
individualizados. Dentro da escassez de informacodes a cerca do efeito deletério
da radiacdo nos tecidos 0sseos, representados por diferentes propriedades
mecanicas, este estudo tem por objetivo avaliar o comprometimento das
propriedades biomecéanicas de fémures de rato submetidos a radioterapia
verificados apods diferentes intervalos de tempo. A hipbétese nula é que a
radioterapia e o periodo de avaliacdo nao alteram as propriedades mecanicas
do tecido ésseo.

14



2. REVISAO LITERATURA
2.1 Tecido 6sseo:

O tecido dsseo € classificado como um tecido conjuntivo especializado
que possui as seguintes células: ostedcitos, células que se situam em
cavidades ou lacunas no interior da matriz; osteoblastos, que sintetizam a parte
organica da matriz e localizam-se na periferia; e osteoclastos, células gigantes
e multinucleadas que reabsorvem a matriz 6ssea, participando diretamente do
processo de remodelacdo do osso. Além das células, o tecido 6sseo também
possui uma matriz 6ssea que € dividida em organica e inorganica. A parte
organica contém 95% de fibras colagenas e aproximadamente 5% de
substancia fundamental amorfa contendo agregados de proteoglicanas e
glicoproteinas, determinando a resisténcia do tecido e fatores sinalizadores
soluveis (fatores de crescimento). A parte inorganica é responsavel pela dureza
do 0sso, sendo composta principalmente por fosfato de calcio (58% do peso do
0ss0), carbonato de célcio (7% do peso), fluoreto de célcio e fosfato de
magnésio (1 a 2%) e cloreto de sédio (menos de 1% do peso),(Junqueira e
Carneiro ,2008; Ross, 1989).

Histologicamente, o tecido 6sseo é classificado em primario ou imaturo e
secundario ou lamelar. Entre eles ndo ha diferenca de populagédo celular e
constituintes da matriz extracelular. A diferenca esta na disposi¢ao das fibrilas
colagenas. No tecido primario ou imaturo, as fibrilas colagenas se dispdem sem
orientacdo definida, com menor deposicdo mineral e maior numero de
ostedcitos. O primeiro tecido 6sseo que se forma € o tecido ésseo primario,
sendo substituido gradativamente por tecido 6sseo lamelar. No adulto, o tecido
primario é encontrado em poucas regides como: suturas dos 0ssos do cranio,
alvéolos dentarios e em alguns pontos de insercdo de tenddes. Ja no tecido
0sseo secundario, as fibrilas colagenas se dispéem em lamelas, em camadas
concéntricas, em torno de canais e vasos, formando os sistemas de Harvers ou
em lamelas paralelas. O tecido 6sseo secundario € a porcao frequentemente
mais encontrada no adulto, (Junqueira e Carneiro, 2008).

Macroscopicamente, o tecido d&sseo pode apresentar-se sem

cavidades visiveis, sendo denominado 0sso compacto, ou organizar-se em
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trabéculas 6sseas que delimitam pequenos espacgos, esse denominado de
0sso esponjoso. Esta classificacdo é apenas macroscédpica, uma vez que
histologicamente ambos apresentam os mesmos componentes.

Anatomicamente, 0s 0ssos longos apresentam regides distintas: regiao
da diafise (porcao central), regides das epifises (porcdo das extremidades) e
regibes das metafises (porcdo que conecta a diafise com as epifises). As
regibes de epifise e metafise apresentam constituicdo Ossea trabecular
internamente, e uma camada de osso cortical externamente. Ja a regiao de
diafise possui apenas o osso cortical, (Junqueira e Carneiro, 2008; Bento,
2003).

O tecido 6sseo € o componente dos ossos diretamente relacionado a
funcédo de suporte e resisténcia, além de constituir um importante reservatorio
dos ions (Junqueira e Carneiro, 2008). Membranas conjuntivas contendo
células osteogénicas revestem o 0sso externamente (peridsteo) e internamente
(endosteo). O peridsteo é formado por tecido conjuntivo denso em sua parte
externa e tecido altamente celularizado e vascularizado junto ao osso. O
endosteo é formado por uma camada de células achatadas osteoprogenitoras,
osteblastos (formadores de 0sso) e osteclastos (reabsorcdo G6ssea) e com
potencial osteogénico, se adequadamente estimulado pelo processo
inflamatério. As duas principais funcées do enddésteo e do peridsteo sao
nutricdo do tecido ésseo e fornecimento de novos osteoblastos, fundamentais
para o desenvolvimento e reparo 6sseo.

Ainda que apresente rigidez e aparente inatividade, o tecido 6sseo €
dindmico passando constantemente por processo de formacao e reabsorgao,
denominado remodelacdo 6ssea. Os estimulos externos induzem o tecido
0sseo estar se renovando constantemente de maneira continua e fisiologica.
(Buchman e Ozaki, 1999). O tecido 6sseo esta em constante remodelacéo, e
sua massa total depende da relacao de equilibrio existente entre a formacao e
a reabsorcao éssea (Silva et al, 2005). O ciclo de remodelagdo 6ssea consiste
em trés fases sucessivas: a reabsorgdo, a reversdao e a formagédo. A
reabsorcdo comeca com a migracao de pré-osteoclastos a superficie do osso

onde formam osteoclastos multinucleados que reabsorvem o osso. Os
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osteoclastos secretam acido cloridrico que dissolve a matriz mineral do 0sso,
enquanto proteases degradam a por¢ao orgéanica (Ross, 1989). A reabsorcao
ocorre principalmente por acao dos osteoclastos, mas os ostedcitos também
podem reabsorver localizadamente matriz 6ssea.

Apoés a concluséo da reabsorcao osteoclastica, ha uma inversdo de fase,
guando os osteoblastos e pré-osteoblastos ocupam a superficie do osso. Estas
células preparam a superficie para comecarem a formacao éssea e enviam
sinais para migracdo e diferenciacao dos osteoblastos. A fase de formacéao
ocorre com a participacdo dos osteoblastos até que o o0sso reabsorvido seja
completamente substituido por novo (Junqueira e Carneiro, 2008). Ha& a
atracdo de osteoblastos para cavidade de reabsorcdao e, sob influéncia de
varios hormdnios e fatores de crescimento, diferenciam-se em osteoblastos
ativos para preenché-la com o novo osso. Quando esta fase for concluida, a
superficie € coberta por células de revestimento achatadas e um periodo de
repouso prolongado comeca até que um novo ciclo de remodelacao 6ssea seja
iniciado (Hadjidakis et al, 2006; Sikavitsas et al, 2001).

O tecido 6sseo, quando lesado, é capaz de regeneracao, fenbmeno que
demonstra sua permanente vitalidade (Katchburian et al, 2004; Lynch et al,
1999). E necessario compreender que a consolidacdo do reparo no tecido
0sseo é condicionada por fatores como o suprimento sanguineo, a estabilidade
mecanica, a presengca de um arcaboucgo tridimensional que oriente a
proliferacao celular (Gondim, 2007; Salgado, 2002) e o tamanho do sitio
lesionado, pois em regiées em que a morfologia e dimensdo do defeito sdo
extensas e criticas ao reparo, 0 mecanismo de reparo torna-se limitado. A
angiogénese é um fator importante no processo de reparo 0sseo, pois
possibilita a oxigenacao local e o afluxo de nutrientes, além da liberacao de
fatores de crescimento. Em defeito d6sseo com dimensdo critica, a
vascularizacdo insuficiente pode resultar na formacdo de tecido fibroso
(Filvaroff, 2003; Klenke et al, 2008)

Diversas situacdes clinicas requererem estimulacao para neoformacgéo

Ossea e reparo como resseccdes de tumores, fraturas ndo consolidadas, as
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mas-formacbes congénitas e ossos irradiados (Giannoudis et al, 2005; Da
Cunha et al, 2007; Pelisser et al, 2007).

2.2 Radioterapia

A radioterapia € um tratamento loco regional que possui resultados
eficazes no combate a replicacdo das células tumorais. A radiagdo provoca
uma ionizagdo do meio onde atua, tornando-o eletricamente instavel que
consequentemente lesa o acido desoxirribonucleico (DNA), impossibilitando a
replicacdo de células neoplasicas. Porém juntamente com o combate as
células neoplasicas a radiacdo destrdéi o material nuclear celular de células
sadias na regidao da radiacao e em tecidos adjacentes. (Anténio et al, 2001;).

A radioterapia é realizada de acordo com o grau de malignidade e o
nivel de metastase da neoplasia, podendo ser tratamento primario, pré-
operatéria ou pos-operatéria sendo associada ao tratamento cirurgico ou entao
associada a quimioterapia. Desta forma, a prevencao e o diagnéstico precoce
de tumores e lesdes ainda é a melhor forma de tratamento.

A radioterapia possui duas formas principais de aplicacdo: braquiterapia
e teleterapia. O que determina a escolha da radioterapia é o tipo do céancer e a
profundidade do tumor. Na braquiterapia, o is6topo radioativo é direcionado em
intimo contato com o tumor, inclusive em alguns casos sendo colocado
intracavitario ou intersticial. Na teleterapia, a radiacdo € emitida pelo
equipamento em uma posicdo aproximada de 100 cm da pele do paciente,
sendo direcionada ao tumor (Grimaldi et al, 2005).

Na odontologia, a radioterapia como tratamento de pacientes vitimas de
neoplasias malignas de cabeca e pescoco, apresenta efeitos adversos
consideraveis como, aumento na incidéncia de carie, xerostomia, mucosite,
disfagia, periodontites, trismo e osteoradionecrose (Anténio et al, 2001; Soares
et al, 2011).

A quantidade de radiacado aplicada em cabeca e pescocgo € variavel e
expressa em Gy, sendo que a unidade padrdo € Gray, que equivale a 100 rad.
Dependendo da malignidade do tumor e em casos de destruicao tecidual

severa, os tratamentos podem atingir até 70 Gy, embora a partir de 60 Gy, o
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tratamento pode resultar em efeito colateral indesejado, como
osteoradionecrose (Grimaldi et al, 2005).

A dose total da radioterapia, tamanho do campo irradiado,
suscetibilidade individual, idade, tabagismo, etilismo, condi¢cdes sistémicas,
namero e intervalo de sessdes, fracionamento das doses de radiagéo,
agressao cirurgica ou traumatica no tecido irradiado sao os principais fatores
relacionados a efeitos adversos da radioterapia.

A radioterapia tem efeito benéfico e eficiente na destruicdo de células
tumorais sendo muito utilizada no tratamento de doencas neoplasicas
(Bekelman et al, 2013). No entanto, o comprometimento dos tecidos adjacentes
€ inevitavel (Da Cunha, 2007). O osso submetido a altas doses de radiacao,
pode apresentar desequilibrio da atividade osteoblastica e osteoclastica, com
favorecimento a reabsorcdo 6ssea (Maeda et al, 1988; Da Cunha et al, 2007;
Pelisser et al, 2007), aumento da lise celular (Da Cunha et al, 2007) e reducéo
da resisténcia biomecanica (Maeda et al,1988). A osteogénese e a
vascularizacdo também ficam prejudicadas apos radioterapia (Muhonen et al,
2004)

As aplicagbes de raios ionizantes nos 0ssos 0s tornam hipodxicos,
hipocelulares e hipovasculares (Keller et al, 1997; Wagner et al, 1998). As
alteracées mais significativas do tecido ésseo pos-radiacao ionizante sao de
desenvolvimento lento. Inicialmente, ocorrem danos ao sistema de
remodelamento (ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos), de forma que a
radiosensibilidade dos osteoblastos perante os osteoclastos facilitam a
atividade litica. Concomitantemente, o0s raios ionizantes danificam a
vascularizacdo dos o0ssos e tecidos adjacentes, causando hiperemia,
endoarterite, trombose, oclusao e obliteracdo dos vasos de pequenos calibres.
Posteriormente, a medula 6ssea exibe quadros de acelularidade acentuada e
hipo ou avascularidade, além de degeneracao adiposa. O enddsteo atrofia, o
peridsteo apresenta sinais de fibrose e perda similar de elementos
remodeladores. (Vissinky et al, 2003).

Altas dosagens de raios ionizantes, causam diminuicdo de ostedcitos,

osteoblastos e ostedides, combinado com fibrose dos vasos sanguineos locais,
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substituicdo da medula éssea por tecido conjuntivo, reducédo na celularidade do
peridsteo e no seu suprimento sanguineo e diminuicdo do numero e calibre dos
vasos sanguineos do osso, fatores que tornam o 0sso mais suceptivel a

infecccao e necrose (Vissinky et al, 2003, Maxymiw et al, 1989).

2.3 Propriedades biomecanicas do 0sso:

Duas propriedades marcantes do osso séo sua forca e dureza, conferida
principalmente pelo tecido 6sseo. Porém, o osso também é elastico, ou seja,
quando submetido a uma carga, sofre deformacao elastica, mas cessando a
carga, o 0sso volta ao seu estado inicial. Diferentemente, os materiais com
propriedades plasticas, quando recebem uma carga, mesmo quando o estimulo
da forca aplicada é removido ndo conseguem voltar ao seu estado original
(Bala et al, 2011). Devido a propriedade elastica, o osso suporta certa
quantidade de compressao e tracao sem sofrer fratura. Quando um corpo
elastico recebe uma forgca de tracdo, ele sofre alongamento e quanto maior
esta forca, maior € o alongamento. Entretanto, a resisténcia a tracdo do osso é
menor que sua resisténcia a compressao (Reilly et al, 1975).0 tecido ésseo
apresenta disposicao biolégica que permite atender os varios tipos de forcas
as quais esta este sujeito. O material do qual o tecido ésseo é constituido é
suficientemente duro para resistir a forcas de compressdo e elastico para
suportar as forcas de tragdo. Dois tipos de materiais unem-se para dar ao
tecido O6sseo estas caracteristicas: um material inorganico e um organico. O
material inorganico é representado principalmente por sais de calcio (fosfato e
carbonato de calcio) que lhe confere dureza. J& o material organico é
predominantemente constituido por colageno que lhe da elasticidade. O
colageno compde aproximadamente 95% da matriz extracelular, e calcula-se
25% a 30% do peso seco do osso. O material organico confere ao 0sso a
elasticidade e assim, capacidade para suportar forcas de tracdo (Roelser,
1987; Currey, 2005).

O osso pode ser definido como um material poroso multifasico,
preenchido com fluido, a matriz 6ssea, que fornece ao 0sso sua rigidez e

tenacidade. O comportamento material apresentado pelo tecido ésseo pode ser
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classificado como viscoelastico, ndo linear, anisiotrépico e ndo homogéneo em

termos de densidades, resisténcia mecanica e rigidez (Carter et al, 1998)

2.4 Testes biomecéanicos:

Biomecénica é a aplicacdo da mecanica aos tecidos bioldgicos,
estudando as respostas dos mesmo as forcas sobre eles aplicadas. Em
odontologia é utilizada para prever o comportamento clinico de técnicas e
materiais e suas interagdes com os tecidos orais. (Rho et al, 1998)

A associacdo dos estudos do campo biolégico da medicina e da
odontologia com os da engenharia mecénica permite o aprofundamento
cientifico relativo as respostas teciduais a aplicacdo de forgas, relacionando
diretamente estrutura e funcdo. A evolugdo em conjunto da engenharia de
materiais e de infra-estruturas tem tido um papel fundamental também nesta
construgcao que se enriquece a cada dia no mundo odontolégico, trazendo uma
série de novos conceitos. (Groch, 2010).

Os ensaios mecéanicos comumente mais utilizados para determinacao
das propriedades mecanicas dos materiais sao: ensaio de tracao, compressao,
flexdo em 3 ou 4 pontos, torcdo e nanoindentagao (Kruzic et al, 2007).
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3. PROPOSICAO

Este estudo objetivou avaliar a influéncia da radioterapia nas
propriedades mecéanicas do osso irradiado em diferentes periodos por meio da

utilizacdo de diferentes testes mecanicos.

Além disso, foi avaliada a precisdo dos diferentes testes mecanicos para
obtencao das propriedades do 0sso.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foram utilizados 16 ratos Wistar com peso entre 250 e 350
gramas (Figura1). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de
Animais (CEUA-UFU- Protocolo 060/09). Os animais foram separados em
grupos: Grupo | — sacrificio apds 30 dias da radioterapia e Grupo Il — sacrificio
apos 60 dias da radioterapia. Em todos os animais, o fémur esquerdo (teste)
recebeu dose Unica de 30 Gy, por meio de Acelerador Linear de Elétrons 6MeV
(Varian 600-C® Varian Medical Systems Inc. Palo Alto, Califérnia/EUA). Os
fémures direitos dos animais ndo receberam tratamento (controle); (Figuras. 2,
3ed).

A radioterapia foi realizada conforme protocolo de irradiacdo de Lehner
et al. (2004) como brevemente descrito a seguir. Antes das sessbes de
radioterapia, os animais foram submetidos a anestesia geral por meio de
injecéo intraperitoneal de 0,025 ml/100g. de cloridrato de xilazina 2% e 0,05
ml/100g de cloridrato de quetamina 10%. Em cada animal, a perna esquerda foi
estendida lateralmente e fixada em posicao pré-determinada com fita adesiva.
Uma area de 4 centimetros de comprimento do fémur esquerdo recebeu dose
de 30 Gy em campo anterior unico. A area irradiada foi marcada com caneta
dermografica para cirurgias. Todas as medidas de seguranca foram adotadas e
o feixe de radiacao foi individualmente colimado e limitado a area irradiada.
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Figura 1- Ratos Wistar
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Figura 2- Ratos posicionados para receberem a dosagem de radiacao

ionizante
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Figura 3 - Pata esquerda posicionada e extendida para receber a

radiacao e dispositivo de cera colocado para favorecer a incidéncia dos raios
ionizantes na area desejada.
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Figura 4- Ratos recebendo radioterapia.

Apbés o tempo experimental de 30 e 60 dias, os animais foram
sacrificados, os fémures removidos e submetidos aos ensaios biomecéanicos.

Ensaios mecénicos:

Para a realizacdo dos ensaios, foram adotados quatro testes mecanicos:
Teste de tracdo associado a extensometria para obtencao do coeficiente de
Poison (v) ; ensaio de flexdo em 3 pontos associado a extensometria para
obtencdo do médulo de elasticidade (E) ,ensaio de flexdao em 3 pontos para
obtencéao de resisténcia flexural (RF) ; e nanoindentacao para mensuracao do
modulo de elasticidade (NE) e dureza Vickers (VHN).

Teste de Tragao associado a Extensometria - Coeficiente de Poison (v)

Para a obtencao do coeficiente de Poison, os fémures foram perfurados
na regiao de epifises com broca diamantada em alta rotacdo com irrigacao,
para a fixagdo de dois dispositivos em forma de argola, confeccionados com fio
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ortodéntico (Morest CrNi, Sdo Paulo, Brasil). Na regido mediana da diafise
foram fixados dois extens6metros, um no sentido axial e outro no sentido
transversal dos fémures. Extensémetros (PA -06- 038AA -120- LEN , Excel
Sensores , Sao Paulo, Brasil) foram fixados utilizando adesivo a base de
cianoacrilato (Super Bonder Loctite, S&o Paulo — Brasil); (Figura 5). As
variagOes elétricas foram matematicamente transformadas para unidades de
micro deformacéo (us) pelo software de aquisicdo de dados (Aq analysis),
responsavel pelo registro das informacdes, instalado em um microcomputador.
A grelha de mensuracéo de tensdo possuia area de 1 mm?, resisténcia elétrica
de 120 Q, e um gauge-factor de 2,12 (Soares et al, 2008). Os sensores foram
conectados a um sistema de aquisicdo de dados (ADS0500IP; Lynx, Sao
Paulo, SP, Brasil) em 2 de ponte de Wheatstone. O espécime foi entao
posicionado em maquina de ensaio mecanico (EMIC DL500, Sao José dos
Pinhais, PR, Brasil) de maneira que o mesmo fosse tracionado até seu limite de
30N (Figura 6), parametro que esta dentro do regime elastico da estrutura.
Durante o carregamento aplicado a velocidade de 0,5 mm/min as deformacgdes
axial e transversal foram mensuradas. O calculo do Coeficiente de Poisson (v)

foi feito pela férmula:
Ex
£y

'L|=

onde ex € a deformagéao transversal e ey € a deformagéo longitudinal.
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Figura 5 — Fémur com 2 extensdbmetros na regidao de diafise e 2 dispositivos na
regiao de epifise

1129153

Figura 6- Fémur posicionado para ensaio de tragéo associado a

extensometria.
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Teste de flexdo em 3 pontos associado a extensometria

Para o calculo da resisténcia flexural (RF) e ainda do médulo de
elasticidade (E), o extens6metro transversal foi cuidadosamente removido e o
axial mantido. Os fémures foram posicionados com o extensémetro axial na
regiao oposta a aplicacdo da carga e submetidos ao teste de flexao de trés
pontos, com a distancia de 16 mm entre os apoios. Foi utilizada célula de carga
de 50 Kgf estruturados para a maquina de ensaios mecanicos e para o sistema
aferidor de tensdo. O carregamento de compressao no centro do osso foi
aplicada (Figura 7) a velocidade de 0,5 mm/min, e a deformacao foi aferida
(us). Os dados foram registrados com frequéncia de 0,4 Hertz e transferidos
para um computador utilizando a transformacdo do sinal de aquisicao
especifico e software de analise de dados ( AgDados 7,02 e AgAnalisys ; Lynx,
Sao Paulo, SP , Brasil). Quando a curva de tensao/deformacéao sofria variagao,
caracterizando a transicao do regime elastico para o regime plastico do tecido
06sseo 0 carregamento era interrompido e a deformacgédo era captada, e os
valores obtidos aplicados na férmula :

£ 1 FL?
= — =
48 fJ

Onde, E é o médulo de elasticidade por flexdao (GPa) , F é a carga
maxima em N, L é a distancia entre os apoios em mm , f € a flexdo maxima e J

€ o0 momento de inércia.

Teste de flexdo em 3 pontos

O teste de resisténcia flexural de trés pontos foi realizado (semelhante
ao anterior utilizando carga de 50Kgf, a velocidade 0.5mm/min. Cada fémur foi
colocado entre 2 suportes distantes 16mm, em seguida, foi aplicada
carregamento no ponto central da diafise entre os 2 suportes de forma continua
até o momento da fratura A curva da carga de deslocamento e a carga maxima
até o momento de fratura foram obtidos. A falha foi definida e observada pela

propagacdao de fratura quase perpendicular ao longo eixo do 0sso.
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Caracteristica tipica de ensaios de flexdao de materiais frageis, devido a
resisténcia a tracao relativamente mais baixa em comparacao a resisténcia a
compressdo na regidao do carregamento (Korres et al 2013; Raposo et al
2013.). A férmula utilizada para calcular resisténcia flexural foi:

o 3FL
"~ 2bd?

Onde F é a forca no momento de fratura, L € a distancia do suporte, b é
largura e d € a espessura.

Figura 7 — Fémur posicionado em dispositivo com distancia de 16 mm

recebendo carga no centro da diafise
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Nanoindentacg&o:

Para o ensaio de nanoindentacdo, foram confeccionadas matrizes
retangulares de aco para fixagcdo dos fragmentos dos fémures dos diferentes
grupos (Figura 8). Em cada matriz retangular, os fragmentos foram incluidos
em resina acrilica (Cristal, Piracicaba, SP, Brasil). O conjunto foi desgastado
com lixas de papel de carboneto de silicio (#600, 800, 1200, 2000, Norton,
Campinas, SP, Brasil) e polido com pastas diamantadas metalograficas 6, 3, 1,
e 1/4um (Figura 9), (AROTEC, Sao Paulo, SP, Brasil). Esse procedimento
permitiu a exposicdo das regides cortical e medular dos fémures, para
posteriormente serem submetidas ao teste de microidentacdo dindmica (CSM
Micro- Hardness Tester; CSM Instruments, Peseux, Switzerland). Foram
realizadas 5 indentagdes por espécimes, linearmente, com uma distancia
minima de 0.05 um entre as indentacées em um tempo de penetracao de 15
segundos.

A forca aumentou de 0 mN a 200 mN em intervalos de 60 segundos até
que fosse atingida a forca maxima de 200 mN, que foi aplicado constantemente
por 15 segundos. Em seguida, a forca foi gradualmente retirada a partir de 500
mN a 0 mN em intervalos de 60 segundos (Bicalho et al, 2013). A carga e a
profundidade de penetracdo do penetrador foram medidas continuamente
durante o descarregamento de carga, caracterizando a histerese da estrutura.
A dureza universal é definida como a forca de ensaio dividida pela area
aparente da reentrancia na forca maxima. A partir da multiplicidade de
medi¢cdes armazenados num banco de dados fornecido pelo fabricante, um
fator de conversdo entre a dureza universal e VHN foi calculada e
implementada no software, de modo que as medi¢coes foram expressos em
unidades de dureza Vickers.

VHN=P/A

onde P é a carga maxima, A é o instrumento de profundidade de
deteccéo.

O modulo de recuo foi calculado a partir do declive da tangente da curva
de profundidade de indentacdo na forca maxima e € comparavel com o médulo

de elasticidade do material de (E) e expresso utilizando a seguinte férmula :
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1-v?

4
1 l—q

E. E
onde Ei é o modulo de elasticidade do penetrador de diamante (1141
GPa) , vi € o coeficiente de Poisson do penetrador de diamante (0,07), Er € o
médulo reduzido do contato da indentagéo, e vs é o Coeficiente de Poisson do
0SS0.

Figura 8 — Matriz de metalon utilizada para inclusdo de fémures de rato em

resina.
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Figura 9 — Fémures inclusos em resina autopolimerizavel desgastados e

polidos prontos para serem levados a maquina de nanoindentacao.

Analise estatistica

Os dados de resisténcia flexural, médulo de elasticidade por flexao,
coeficiente de Poisson, modulo de elasticidade e dureza Vickers foram testados
para andlise da distribuicdo normal (Shapiro-Wilk, p<0.05) e equivaléncia das
variancias (Levene’s test, p<0.05). Andlise de variancia fatorial em 2 fatores de
estudo seguido pelo teste de Tukey foram empregados para andlise das
diferencas entre os grupos: condi¢do do tecido 6sseo (2 niveis: irradiado e nao
irradiado) e periodo de avaliacao (2 niveis: 30 dias e 60 dias). Todos os testes
empregaram nivel de significAncia de 0,05, e todas as analises foram
realizadas no softwares de estatistica Sigma Plot versao 13.1 (Systat Software
Inc., San Jose, CA, USA).
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5. RESULTADOS

Houve reducdo significativa no coeficiente de Poisson (Tabela 1) dos
fémures dos grupos irradiados 30 (0,16 = 0,07) e 60 (0,23 = 0,05), comparados
aos respectivos fémures controles (0,41 + 0,06; 0,35 + 0,09), sendo que o fator
tempo néo influenciou as propriedades. Houve reducao significativa no médulo
de elasticidade (E) (Tabela 2) dos fémures dos grupos irradiados 30 (9,8 = 1,2)
e 60 (11,0 £ 1,2), comparados aos respectivos controles (12,9 £ 0,3; 12,5 £
1,0). Entretanto, o fator tempo néo influenciou esta propriedade para todos os
grupos avaliados. Nao houve diferenca na resisténcia flexural entre os grupos
(Tabela 3) teste e controle, entretanto, o fator tempo influenciou positivamente
os resultados de resisténcia flexural para ambos os grupos. Houve reducao
significativa no moédulo de elasticidade por indentacao (Tabela 4) dos fémures
dos grupos irradiados 30 (8,18 = 2,74) e 60 (10,86 = 3,96), comparados aos
respectivos controles (14,27 + 2,82; 10,86 + 3,96), o fator tempo influenciou
esta propriedade para os grupos irradiados. Houve reducgado significativa na
dureza (Tabela 5) dos fémures dos grupos irradiados 30 (58,26 *+ 72,34) e 60
(51,99 + 23,46), comparados aos respectivos fémures controles (84,84+ 35,05;
147,6+ 84,50), sendo que o fator tempo influenciou positivamente a dureza do
grupo controle.

Tabela 1. Média e desvio padrao do Coeficiente de Poisson do osso irradiado e
nao irradiado avaliado em 30 e 60 dias.

Periodo de Avaliacao
Condicao tecido 6sseo }
30 dias 60 dias
Controle 0,41 0,06 0,35 + 0,09
Irradiado 0,16 £ 0,07 0,23 £ 0,05

Letras diferentes representa diferenca estatisticamente significante (P<0,05).
Letras mailsculas representa analise para o fator condicdo do tecido dsseo
(Colunas); Letras minusculas representa analise para o fator tempo de
avaliagéo (linhas).
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Tabela 2. Média e desvio padrao do Médulo de Flexao (MPa) do osso irradiado

e nao irradiado avaliado em 30 e 60 dias.

Condicao tecido 6sseo

Periodo de Avaliacao

30 dias 60 dias
Controle 12,9 + 0,34 12,5 +1,0
|I‘I‘adiad0 9,8 + 1,2 Ba 11’0 + 1’2 Ba

Letras diferentes representa diferenca estatisticamente significante (P<0,05).
Letras mailsculas representa analise para o fator condicdo do tecido dsseo
(Colunas); Letras minusculas representa analise para o fator tempo de

avaliagéo (linhas).

Tabela 3. Média e desvio padrdao da Resisténcia Flexural (N) do osso irradiado

e ndo irradiado avaliado em 30 e 60 dias.

Condicao tecido 6sseo

Periodo de Avaliacao

30 dias 60 dias
Controle 53,7 £ 14,8 86,6 + 34,62
Irradiado 65,5 + 15,6 " 95,0 + 25,842

Letras diferentes representa diferenca estatisticamente significante (P<0,05).
Letras mailsculas representa analise para o fator condicdo do tecido dsseo
(Colunas); Letras minasculas representa analise para o fator tempo de

avaliagéo (linhas).
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Tabela 4. Média e desvio padrao do modulo de elasticidade por indentagéo do

0sso irradiado e néo irradiado avaliado em 30 e 60 dias.

Condicao tecido 6sseo

Periodo de Avaliacao

30 dias 60 dias
Controle 14,3 +2,8" 15,8  3,1%2
|I‘radiad0 8,2 + 2,7 Ba 10’9 + 4,0 Bb

Letras diferentes representa diferenca estatisticamente significante (P<0,05).
Letras mailsculas representa andlise para o fator condicdo do tecido ésseo
(Colunas); Letras minusculas representa analise para o fator tempo de

avaliacao (linhas).

Tabela 5. Média e desvio padrdo da dureza Vickers por indentacdo do 0sso

irradiado e nao irradiado avaliado em 30 e 60 dias.

Condicao tecido 6sseo

Periodo de Avaliacao

30 dias 60 dias
Controle 84, + 35,17 147,6 + 845"
Irradiado 58,3 + 72,3582 52,0 + 23,552

Letras diferentes representa diferenca estatisticamente significante (P<0,05).
Letras mailsculas representa analise para o fator condicdo do tecido dsseo
(Colunas); Letras minasculas representa analise para o fator tempo de

avaliagéo (linhas).
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6. DISCUSSAO

Ensaios biomecénicos sdo comumente empregados para simular e
prever o comportamento biomecéanico do osso humano (Dunlop et al, 2010). No
presente estudo, foram empregados diferentes testes para avaliar as
alteracées produzidas pela radiagdo ionizante no tecido oOsseo. A
caracterizacdo das propriedades do tecido 6sseo proporciona 0 mapeamento
dos efeitos de procedimentos terapéuticos e alteracdes patolégicas no mesmo.
Os resultados deste estudo demonstraram que a radioterapia € o processo
maturacdo do tecido representado pelo momento da realizagdo do teste
influenciaram as propriedades mecanicas do tecido ésseo. Assim a hipbdtese
nula foi rejeitada.

Na engenharia, os materiais sdo muito bem caracterizados quanto as
suas propriedades mecanicas, com reprodutibilidade definida
fundamentalmente pela escolha da metodologia utilizada nos ensaios. Isso
torna-se uma rotina na caracterizacdo de materiais homogéneos com dados
mais precisos e constantes de médulo de elasticidade e coeficiente de Poisson
dos materiais, que sao essenciais para a alimentacdo dos modelos de
elementos finitos. (Alander et al, 2005). O mesmo n&o ocorre com 0s materiais
biolégicos, nos quais estruturas heterogéneas e anisotropicas sao prevalentes
e ainda frente a caréncia de caracterizacdo de suas propriedades no estagio
normal e destas estruturas modificadas por protocolos de tratamento ou por
alteracoes fisiopatoldgicas. Os 0ssos apresentam caracteristica anisotropica,
existindo muitas divergéncias quanto aos valores do médulo de elasticidade na
literatura, o que pode estar relacionado a falta de caracterizagcdo do
comportamento dos materiais e uso de metodologias inadequadas. (Cooper,
1977; Sanada et al, 2007)

Para melhor caracterizar as propriedades do 0sso no estagio normal e
quando submetido a radiacdo optou-se pelo uso de associacdo de
metodologias destrutivas e ndo destrutivas. O uso desta associacdo mostrou-
se promissor, uma vez que a especificidade de cada teste pode melhor

caracterizar pequenas alteracées que o uso de apenas uma metodologia. O
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teste de flexdo em trés pontos ndo foi capaz de detectar alteracdo na
resisténcia flexural sob a radiagdo. Geralmente esta metodologia é utilizada
para avaliar materiais frageis, devido a resisténcia a tracao relativamente mais
baixa comparada a resisténcia a compressdao na regiao do carregamento
(Korres, et al, 2013; Raposo et al, 2013). O teste parece nao ser
suficientemente especifico para detectar as alteracées microestruturais que sao
geradas pela radiagéo, o que pode ser explicado pela geometria de analise do
teste onde ha concentracao de tensdes em area muito restrita da amostra.
Muitos autores utilizam o teste de flexdo de 3 pontos para medir o
méddulo de flexdao dos materiais que corresponderia ao modulo de elasticidade
(Nyaruba, 1998; Albert et al, 2013). No entanto, este método realizado em
maquinas de ensaios mecanicos afere a resisténcia dos materiais até o limite
de ruptura dos mesmos. Estes valores sao captados apdés o material ter
percorrido 0s regimes elastico, plastico e ter chegado ao limite de ruptura.
Sendo assim, este teste parece ser incapaz de avaliar com precisao o exato
limite de elastico dos materiais, resultando em valores distorcidos que podem
interferir no calculo do modulo de elasticidade. Esta variabilidade de
metodologias para calculo destas propriedades acaba por trazer
guestionamento nos resultados dos estudos que utilizam estas propriedades
para analise por elementos finitos em estruturas biolégicas (Cooper, 1977;
Alander, 2005). A medida do mddulo de elasticidade determinada pelo ensaio
de flexado tende a ser menor em relagédo a outros ensaios mecanicos (Rho et al,
1993). Isso ocorre devido ao deslocamento local do espécime dado pelo
suporte de aplicacao da carga causar excesso de deformacao em flexao. Além
disso, 0 0sso € um material heterogéneo, descontinuo e anisotropico. Assim, o
méddulo de elasticidade do tecido ésseo ndo possui um valor Unico, mas deve
ser caracterizado por valores aproximados, pois varia com a direcao e modo de
carregamento, microestruturas e dimensdes dos espécimes. (Leng, 2013; Rho
et al, 1998). No entanto mesmo se tratando de obtencdo do moddulo de
elasticidade pelo ensaio de flexdo, a associagcdo com a extensometria foi capaz
de demonstrar reducdo nos valores do médulo de elasticidade dos fémures

irradiados. Estes achados comprovam que a radioterapia altera as
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propriedades biomecéanicas do tecido 6sseo, visto que a reducdo de matriz
O0ssea e da lacunaridade altera a microestrutura 6ssea e as caracteristicas
morfolégicas do grupo irradiado, caracterizando uma remodelacdo éssea
desorganizada, conforme analisado histologicamente no trabalho realizado por
(Rabelo et al. 2010).

Aparentemente, a aplicacdo de testes nao-destrutivos, como método de
extensometria (Sakaguchi et al,1991) parece mais adequada para a verificacao
da interferéncia de fatores internos em estruturas e materiais. O método de
extensometria é capaz de avaliar as deformacdes na superficie do material ,
convertendo sinais elétricos em unidades métricas como deformacéao (us). Este
ensaio é capaz de detectar as variacdoes interatbmicas inferiores e mostrar
quando a amostra se move do regime elastico ao plastico. A associacdo do
método de extensometria e flexdo de 3 pontos é importante para avaliar o limite
de elasticidade de uma maneira mais precisa (Franklyn et al, 2013), uma vez
que a medicdo da deflexdo da amostra de ensaio,somente, por maquinas
mecanicas nem sempre é confiavel. (Cooper, 1977).

Diversos autores consideram que a mudancga estrutural e o processo de
cicatrizacdo do osso irradiado esteja relacionado a mudangas na composicao e
na substituicdo de componentes 6sseos, além de se considerar a hipotese de
que tais alteracbes biomecanicas estejam intimamente relacionadas a
desorganizagcao cortical da matriz 6ssea (Rabelo et al, 2010). Tal teoria da
desorganizacao cortical da matriz 6ssea se sustenta na afirmativa de que
ostedcitos diminuem nas 2 primeiras semanas apo0s radiagdo, porém 18
semanas depois, ostedcitos foram encontrados em quase todas lacunas
(Maeda et al, 1988).

A radioterapia afeta diretamente as fibras colagenas que devido a
grande quantidade de moléculas de agua se torna o principal alvo de ataque
dos radicais livres. Estes radicais livres entram em contato com moléculas de
colageno e geram alteracOes irreversiveis na estrutura quimica do colageno.
(Akkus et al, 2005; Barth et al, 2010).

O coeficiente de Poisson mede a deformacéao transversal em relacao a

direcdo longitudinal de um material (Lu et al, 2012), ou seja, é a relacao
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estabelecida entre deformacdes ortogonais. No presente estudo foi observado
redugéao significante nos valores de v para o osso normal e irradiado. Este fato
pode ser também explicado pelas alteracbes microestruturais descritas
anteriormente, onde o material torna-se menos resistente a tensdes cisalhantes
e com isso muito mais susceptivel a fraturas. Adicionalmente, os dados deste
estudo ressaltam a preocupacao com estudos de elementos finitos que utilizam
0 mesmo valor para coeficiente de Poisson e alteram apenas o moédulo de
elasticidade em modelos que visam estudar alteragbes em estruturas
biologicas. A variagdo dos valores de vneste estudo foram consideraveis
ressaltando a necessidade de melhor caracterizar espécimes de forma
individualizada para a respectiva modelagem matematica.

O teste de nanoindentagédo caracterizou uma reducéo significativa tanto
na dureza Vickers quanto do médulo de elasticidade do osso irradiado
comparados aos respectivos controles. O que demonstra que esta metodologia
€ eficaz na caracterizacao localizada das propriedades mecanicas e pode ser
muito Util no mapeamento das alteracdes fisiopatoldgicas do tecido ésseo em
diferentes. A relagéo entre o mddulo de elasticidade e a dureza Vickers que em
muitos estudos de materiais odontoldgicos parece ser apenas discreta, neste
estudo ficou evidente para a caracterizacao do tecido 6sseo (Bala et al, 2011).
Estudos mostraram que a deformacéao elastica esta associada as propriedades
elasticas do 0sso, enquanto que a parte organica esta relacionada com as
propriedades plasticas deste tecido (Bala et al, 2011; Follet, 2004). Foi notério
que a radiacdo reduziu as propriedades do fémur e consequentemente sua
performance biomecanica, que acredita-se estar relacionado a desorganizacao
da microarquitetura déssea. Os canais harvesianos sdo organizados
hierarquicamente para assegurar certo grau de robustez ao osso. Quando
irradiado, tal hierarquia se desconfigura levando uma diminuigéo na resisténcia
mecanica, podendo até ocasionar uma osteorradionecrose (Rabelo et al, 2010;
Costa et al, 2005; Jiang et al, 1999).

Diversos trabalhos utilizando a nanoindentagdo para obter o médulo de

elasticidade do osso foram realizados. Observa-se enorme variabilidade nos
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resultados que podem ser explicados pela decorréncia de variaveis que podem
interferir positivamente ou negativamente no estudo.

Em estudo utilizando o método de nanoindentacao foram obtidos médulo
de elasticidade 13,5 £+ 2,0 GPa em vértebra humana, 22,5 + 1,3 GPa em
ostéons de osso cortical da tibia e 25,8 £ 0,7 GPa em lamelas de osso cortical
da tibia (Maeda et al. 1988). Outro estudo utilizando esta mesma metodologia
chegaram a valores de 18,14 + 1,7 Gpa para o osso trabecular e 20,2 +0,27
Gpa em osso cortical. Estudo de nanoindentacdo em cortical bovina e
observaram valores de mdédulo de elasticidade de 21,1£2,0 ésteons umidos,
25,1£1,6 lamelas umidas; 24,4+2,2 Gsteons secos e 27,5+1,2 lamelas secas
(Rho et al, 1999).

Por outro lado ndo foi encontrado na presente literatura caracterizacéao
do médulo de elasticidade e dureza por meio da nanoindentacdo ou outro
método em ossos irradiados. Este fator ressalta a importancia dos dados deste
estudo que possibilitam assim a avaliacdo individualizada de protocolos
terapéuticos e mesmo de alteracbes patolégicas em tecidos 6sseos. Mostra
ainda uma alternativa importante de caracterizagdo das reais propriedades de
amostras bioldgicas alvo de modelagem computacional por meio de analise por
elementos finitos. Uma vez que com a associacao de geracao de modelos por
meio de microtomografia computadorizadas, que se caracteriza por ser uma
analise nao destrutiva, e a posterior preparo da amostra para a caracterizacao
das propriedades possibilita a alimentacdo dos modelos com propriedades
individualizadas. Com isso novos trabalhos devem ser realizados no intuito de
buscar caracterizar o tecido ésseo de outros modelos experimentais animais
como coelhos, caes e mesmo o tecido ésseo humano nas diversas condigdes
experimentais para potencializar os resultados dos estudos computacionais.

A metodologia de extensometria conseguiu demonstrar similar nivel de
especificidade do método de nanoindentagdo que é um teste ja consagrado na
literatura para determinar a elasticidade de materiais e tecidos biolégicos. Tais
resultados sugerem que a associa¢ao de ensaios mecanicos com o método de
extensometria em 0sso possa ser valido para ser utilizado com maior precisao

na verificacdo das propriedades anisotrépicas do fémur, em futuras analises.
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Achados adicionais deste estudo motivam a realizagdo de novos
experimentos empregando estas e outras metodologias como o mapeamento
nao destrutivo de imagem das amostras como a microtomografia
computadorizada e a analise histolégica. Notou-se que o0s o0ssos que
apresentavam somente corticais fraturavam como corpo fragil com uma linha
obliqua transversal. Ja 0s 0ss0s que apresentavam pequena quantidade de
0sso0 medular no interior fraturavam em fraturas tipo galho verde. Isto
demonstra uma vez mais que o emprego de apenas uma metodologia pode
muitas vezes levar a conclusbées que causam interpretacdes erréneas pelo real
fator de influéncia. Outro aspecto verificado durante o teste de resisténcia
flexural de 3 pontos foi a nitidez observada macroscopicamente da diferenga de
espessura e comprimento dos fémures quando da comparacao entre 0s 0Ss0s
irradiados e controles. Novos estudos que envolvam mensuragdo e imagens
macroscopicas comparando estes fatores podem demonstrar o que
inicialmente é sugerido de que a radiacao interfere no processo de crescimento
e maturacao éssea.

De forma geral, o tempo de avaliagdo, favoreceu as propriedades
mecéanicas, uma vez que os animais utilizados eram jovens e estavam em
desenvolvimento. Assim, independente da condicdo experimental (irradiado ou
nao), o crescimento do animal propiciou aumento de massa éssea com
melhora das propriedades mecanicas dentro de cada condicao (Maeda et al,
1988; Vogel et al, 1979). Isto ressalta a importancia do cuidado na selecéo de
animais com idade e origem similares e ainda para a padronizacao do periodo
de avaliacao para que nao haja efeito cruzado deste processo de crescimento
que pode atenuar alteracdes importantes de outros fatores como a radioterapia
testada neste estudo.

Futuramente, sugere-se avaliacdo das alteracbes microestruturais
promovidas no 0sso pela radioterapia para realacdo com as alteracdes macro
estruturais que culminaram em propriedades mecanicas alteradas no presente
estudo. Necessita-se de alternativas que reduzam os efeitos deletérios

causados pela radioterapia.
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7. CONCLUSAO

Considerando as limitacoes metodolégicas deste estudo, foi possivel
concluir que a radioterapia diminui o coeficiente de Poisson, o mddulo de
elasticidade e a dureza do tecido ésseo, e que os testes de extensometria e
nanoindentacdo sdo os testes mais indicados para mensurar as propriedades

biomecéanicas do osso.
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